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論文内容要旨
研究目的
 リソソーム性シアリダーゼが,がん転移能に与える影響およびその機構を解明する目的で本研
 究を行った。
研究方法
 高転移能と高浸潤能をもつマウスB16-BL6メラノーマ細胞に,クローニングによって得られ
 たリソソーム性シアリダーゼ遺伝子を導入し,安定発現株を樹立した。この細胞株をC57BL/6
 マウスに尾静脈注し,シアリダーゼ過剰発現による肺転移能の変化を調べ,増殖能,運動能,浸
 潤能,接着能,softagar内でのコロニー形成能等の細胞形質についても観察した。発現したシ
 アリダアーゼのターゲット分子を検索するため,レクチンブ臼ット,フローサィトメトリー,ウ
 エスタンブ・ット,細胞表層ガラクトース標識などを行った。
研究結果
 リソソーム性シアリダーゼ安定発現株を4株樹立することができた。このシアリダーゼ発現株
 では,肺転移能が抑制されていた。細胞性質の変化としては,細胞増殖能の低下とanchorage
 independentgrowthの低下,アポトーシス誘導に対する感受性の増加が認められた。リソソー
 ム性シアリダーゼのターゲット分子の検索によって83kDの脱シアル化表層糖蛋白の増加が認め
 られた。
結論
 リソソーム性シアリダーゼ安定発現細胞では,対照細胞に比べ肺転移能が有意に抑制されてい
 た。この転移能抑制は,細胞増殖能の低下とアポトーシス誘導に対する感受性の増加が一因であ
 ると考えられた。シアリダーゼ発現細胞では83kDの脱シアル化表層糖蛋白量に変化を認め,発
 現上昇したシアリダーゼの主なターゲット分子と推察された。しかし,変化した細胞現象との直
 接の関連はまだ実証されておらず,転移抑制に至る機構を解明するには,ターゲット分子の同定
 とその生理機能の解明が今後の課題である。
 研究の意義・独創的な点
 動物シアリダーゼについては近年,細胞質性,リソソーム性,形質膜性シアリダーゼのcDNA
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 が相次いでクローン化され,分子レベルの研究が端緒についたところである。本研究は,リソソー
 ム性シアリダーゼ遺伝子をがん細胞で安定発現させ,シアリダーゼががん転移能の抑制をもたら
 し,細胞増殖の低下やanchorageindependentgrowthの低下といった重要な細胞機能の調節に
 関与することを示した最初の報告である。
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 審査結果の要旨
 従来から細胞のがん化時に見られるシアル酸量の変化が,がん転移能と密接に関連しているこ
 とが示されてきた。しかし,生体内でシアル酸がどのようにして細胞機能に関与しているのかに
 ついては,ほとんどわかっていない。近年,シアル酸を脱離する酵素である動物シアリダーゼの
 cDNAがクローン化され,分子レベルの研究が端緒についたところである。
 本論文では,リソソーム性シアリダーゼが,がん転移能に与える影響およびその機構を解明す
 る目的で,リソソーム性シアリダーゼ遺伝子をがん細胞に導入して安定発現株を樹立させ,転移
 能の変化,およびそれをもたらす細胞性質の変化について検討を行った。
 遺伝子導入の対象細胞には,高転移能と高浸潤能をもつマウスB16-BL6メラノーマ細胞を用
 いた。ハイブリダイゼーション法によってクローニングしたうットリソソーム性シアリダーゼ遺
 伝子を真核細胞発現ベクターpCAGGSに組み込み,発現プラスミドpCAr1SDを作製した。こ
 れをリポフェクション法で遺伝子導入し,リソソーム性シアリダーゼ安定発現株4株(BL6-
 r1SD2,5,6,11)とコントロール細胞(BL6-neo)を樹立することに成功した。安定発現株は
 4MU-NeuAcを基質とした酵素活性でコントロール細胞の2～10倍に上昇を認めた。他の酵素学
 的性質もリソソーム性シアリダーゼの性質に矛盾しない結果であった。これらの細胞を用いて,
 実験的肺転移能を比較した結果,シアリダーゼ安定発現株ではコントロール細胞の40～76%に
 抑制されることが判明した。この転移能抑制をもたらす細胞性質の変化を検討したところ,細胞
 増殖能の低下とanchorageindependentgrowthの低下,アポトーシス誘導に対する感受性の増
 加傾向が認められた。リソソーム性シアリダーゼによる転移抑制の機構を解明するために,この
 酵素のターゲット分子の同定を試み,83kDの脱シアル化表層蛋白がターゲット分子の1つとし
 て検出された。シアリダーゼ安定発現株ではinsulinreceptor,IGF-1receptor,EGFreceptor
 に変化は認められず,83kDの表層蛋白は,これらgrowthfactorreceptorとは一致しないも
 のと考えられた。
 本論文は,リソソーム性シアリダーゼ遺伝子の安定発現株を樹立した最初の論文であり,リソ
 ソーム性シアリダーゼの発現上昇が,がん細胞の転移能を抑制することをはじめて明らかにした
 ものである。得られた知見は,がん細胞の転移能におけるシアル酸およびシアリダーゼの重要性
 を明らかにするとともに,その分子機構解析に多くの示唆を与える内容である。従って,本論文
 は学位を授与するに値するものと判断する。
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